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VISIAE 

(57) Abstract 

The invention relates to a process for releasing intracellular heterolog proteins in the Saccharomyces Cerevisiae yeast based on the 
osmouc sensitivity which confers the mutation slt2 at the temperature of 37 °C. Said osmotic sensitivity may be used for releasing the 
intracellular content either by change of temperature of the culture from 24° to 37° C. or by transfer of grown cells in an osmotically 
stabilized medium at said second temperature to a non-stabilized medium. In both cases, the cells undergo a lysis and release their 
intracellular content and, after centrifugation to eliminate the cellular rests, a preparation of proteins is obtained which is appropriate to 
inmate a process of purification of the protein of interest This process results in a cost reduction since the use of equipment is avoided 
and the preparation of proteins which is obtained contains less impurities man that which is obtained through other processes. 

(57) Resumen 

Se describe un procedimiento para lograr la liberacion de protemas heterdlogas intracelulares en la levadura Saccharomyces cerevisiae 
basado en la sensibilidad osm6tica que confiere la mutacidn slt2 a la temperature de 37 °C. Esta sensibilidad osmdtica puede ser utilizada 
para la hberacidn del conterudo intracelular bien por cambio en la temperature del culu'vo de 24° a 37 °C, o bien por transferencia de 
cdlulas crcctdas en medio estabiuzado osmoticamente a esta ultima temperature a un medio no estabilizado. En ambos casos las cdlulas se 
lisan hberando su contenido intracelular obteniendose, tras una centrifugacion que elirnina los rcstos celulares, una prepared 6n de protemas 
apta para iruciar un proceso de purificaci6n de la protefna de interes. Este procedimiento resulta en un abaratamiento del proceso al evitar 
el uso de maquinana, y la preparacion de protemas que se obtiene contiene menos impurezas que la obtenida por otros procesos 
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TTTULO 

Procedimiento de liberaci6n de protefnas heterdlogas de cepas de 
Saccharomyces cerevisiae. 



OBJETO DE LA INVENCION 

10 La presente invencibn se encuadra dentro de la Biotecnologfa y en concreto en 

el carnpo de la expresi6n, produccitin y liberaci6n de protefnas heter61ogas en la 
levadura. La invenci6n proporciona un m£todo para Uevar a cabo dicha liberacibn, 
basado en tratamientos sencillos de determinadas cepas de Saccharomyces cerevisiae, 
portadoras de una mutacidn que conduce a la liberaci6n del contenido intracelular, 

15 obteni£ndose de esta forma preparaciones de protefnas que se separan f&cilmente de la 
mayor parte de los materiales celulares indeseables presentes en dichas preparaciones, 
tales como paredes celulares. Las preparaciones de protefnas asf obtenidas pueden ser 
sometidas a los procesos de extracci6n y purificaci6n correspondientes. La mutaci6n 
de la que son portadoras las c£lulas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en el 

20 procedimiento objeto de esta invenci6n afecta al gen denominado SLT2; como 
consecuencia de dicha mutacidn las c£lulas pierden su integridad en determinadas 
condiciones lo que conduce a la liberacidn de su contenido de protefnas solubles. El 
conocimiento existente acerca de la funci6n del citado gen, en buena medida 
desarrollado en nuestro laboratorio, permite aprovechar las caracterfsticas de este tipo 

25 de c&ulas mutantes para optimizar dicha liberacidn de protefnas. El procedimiento 
objeto de esta invenci6n representa una alternativa a otros procedimientos de 
liberacidn de protefnas heterflogas de levadura tales como la rotura mecinica, qufmica 
o enzimdtica de la integridad celular. 



30 ANTECgDENTES 

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un organismo bien conocido y 
utilizado ampliamente en Biotecnologfa para la expresidn y producci6n de protefnas 
heter61ogas. Destacan varias caracterfsticas de esta especie en relaci6n con la utilidad 
35 delamisma: 
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- es un organisrno eucariotico. 

- se trata de un organisrno del tipo GRAS ("Generally Recognized As 
Safe") segun la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos. 
es decir generalmente reconocido como seguro, por ausencia de posibles 

5 containinantes viricos y pirdgenos; esto lo convierte en un hospedador apto 

para la producci6n de proteinas con uso alimentario y terapeutico. 

-existe un amplio conocimiento de su comportamiento a gran escala en 
fermentador por su uso en fermentaciones tradicionales. 

10 Las levaduras se utilizan para producir una serie proteinas heter61ogas. de alto 

valor anadido, como consecuencia de un proceso de expresi6n de los correspondientes 
genes, en procesos en los que la protefna se acumula a nivel intracelular. Entre estas 
estln el anu'geno de superficie del virus de la hepatitis B (HBV) que ha dado origen al 
desarrollo de una vacuna recombinante ya en el mercado, la proinsulina humana, la 

15 super6xido dismutasa humana, proteinas VLP como presentadoras de antigenos del 
virus HIV1 y el antigeno que ha permitido desarrollar una vacuna contra la malaria. 
Las posibilidades en este sentido se recogen ampliamente eri Romanos, MA., Scorer, 
C.A. and Clare, J J. 1992, Foreign gene expression in yeast: a review. Yeast 8:423- 
488. 

20 

Para la recuperaci6n de estas protefnas heterdlogas producidas de forma 
intracelular normalmente se recurre a la rotura de las c&ulas. Los mdtodos descritos 
tradicionales para lograr dicha rotura celular son drdsticos debido a la dureza de la 
pared celular de Saccharomyces cerevisiae y pueden consistir en: 
25 - rotura mec&uca con homogeneizadores a presi6n (Schutte, H. and 

Kula, MR. 1990. Pilot and process-scale techniques for cell disruption. Biotechnol. 
Appl. Biochem. 12:599-620). 

- rotura qufmica empeando detergentes qufmicos (Breddam,. K. and 
Beenfeldt, T. 1991. Acceleration of yeast autolysis by chemical methods for 

30 production of intracellular enzymes. Appl. Microbiol. Biotechnol. 35:323-329). 

- rotura enzimltica empleando unas mezclas complejas de enzimas 
lfticos (Asenjo, J.A., Ventom,A.M.. Huang, R.B. and Andrews. B.A. 1993. Selective 
release of recombinant proteins particles (VLPs) from yeast using a pure lytic 
glucanase enzyme. Bio/Technology 11:214-217). 



35 



Estos m6todos presentan como inconvenientes la posible degradaciAn de los 
polip6ptidos debido a las altas presiones que pueden sufrir en los homogeneizadores, la 
posible contaminaci6n que pueden suponer los compuestos qufmicos uiilizados para la 
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extracci6n de la protefna que no siempre son ficiles de elirninar y, en el caso del uso 
de enzimas lfticos. la contaminaci6n con proteasas (Asenjo, J. A., Ventom.A.M.. 
Huang, R.B. and Andrews, B.A. 1993. Selective release of recombinant proteins 
particles (VLPs) from yeast using a pure lytic glucanase enzyme. Bio/Technology 
11:214-217) que suelen estar presentes en los aludidos complejos de enzimas lfticos. 
La alternativa de llevar a cabo una purificaci6n para elirninar las proteasas aumenta el 
valor del complejo lftico que ya de por sf resulta caro. 

El problema t6cnico cuya resoluci6n nos planteamos es lograr la 
liberacidn de protefnas heter61ogas producidas intracelularmente en levadura, sin 
necesidad de tener que realizar un proceso de rotura mecinica, qufmica o enzimitica 
de las c&ulas. Para ello nos basamos en el uso de determinadas cepas de 
Saccharomyces cerevisiae portadoras de la mutacion slt2, es decir que afecta al gen 
SLT2 descubierto y clonado en nuestro laboratorio (Torres, L., Martin, H., Garcfa- 
Saez, ML, Arroyo, L, Molina, M., Sanchez, M. and Nombela, C. 1991. A protein 
kinase gene complements the lytic phenotype of Saccharomyces cerevisiae %t2 
mutants. Mol. Microbiol. 5:2845-2854; Fuente, J.M., Vfizquez, A., Gonzalez, M., 
Sanchez, M., Molina, M. and Nombela, C 1993 Expression of mutations and protein 
release by yeast conditional autolytic mutants in batch and continuous cultures. Appl. 
Microbiol. Biotechnol. 38:763-769). 

EI gen SLT2 codifica una proteina con actividad fosforilante de proteinas, que 
se encuadra en el grupo de las Uamadas "Protefna quinasas tipo MAP" (Mitogen 
Activated Protein) (Martfn, H., Arroyo, J., Sdnchez, M.. Molina, M. and Nombela, C. 
1993. Activity of the yeast MAP kinase homologue Slt2 is critically required for cell 
integrity at 37*C. Mol. Gen. Genet 241: 177-184) y que cuya acci6n biol6gica parece 
enmarcarse en una ruta de transmisi6n de senales activadas por la protefna quinasa CI, 
desconoctendose actualraente la senal que desencadena la activacidn de la ruta asf 
como el sustrato final de la rnisma. 

Otro factor a tener en cuenta a la hora de abordar la expresi6n de protefnas 
heter61ogas en levaduras es la posibilidad de degradaci6n proteolftica inespecffica de 
la correspondiente protefna, producida por accidn de las proteasas de la levadura 
especialmente de las de origen vacuolar como son las codificadas por los genes PEP4 
y P/tByCWingfield, J.M. and Dickinson, J.R. 1993. Increased activity of a model 
heterologous protein in Saccharomyces cerevisiae strains with reduced vacuolar 
proteinases. Appl. Microbiol. Biotechnol. 39:211-215; Jones, E.W. 1991. Tackling the 
protease problem in Saccharomyces cerevisiae . Meth. in Enzymol. 194:428-453; 
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Pohlig, G.. Zimmermann, W. and Heim, J. 1991. Influence of yeast proteases on 
hirudin expression in Saccharomyces cerevisiae . Biomed. Biochim. Acta 50:71 1-716). 
Por ello. tambi6n hemos desarrollado cepas mds adecuadas para nuestra invencidn, es 
decir portadoras del cardcter lftico (slt2), pero que son tambi6n deficientes en proteasas 
5 vacuolares. 

Los primeros estudios de iiberacidn de proteinas heter61ogas de acuerdo con el 
procedimiento de esta invenci6n se realizaron induciendo la lisis celular mediante un 
choque t6rmico, consistente en elevar la temperatura del cultivo desde 24°C a 37 W C, 
10 alcanzindose a las 6 a 8 horas la maxima liberaci6n de proteinas, por ser ese el tiempo 
requerido para lograr una lisis del cultivo. 



15 EXPLICACION Y DESCRIPCION DE LA INVENCION 

El proceso objeto de patente consiste en la utilizacidn de diferentes cepas de 
Saccharomyces cerevisiae, deficientes en la funci6n del gen SLT2, cuyo fenotipo se 
caracteriza por: 

20 

-crecimiento termosensible, de forma que las c61ulas se desarrollan bien a 24* C 
pero dejan de crecer y se lisan cuando se eleva la temperatura a 37*C, 
produci6ndose la lisis celular con liberacidn del contenido intracelular al 
medio externo. 

25 -las c£lulas mutantes ,y/f2 resultan protegidas frente a las deficiencias indicadas 

anteriormente, es decir termosensibilidad y lisis a 37*C, por estabilizaci6n osm6tica 
del medio con sorbitol 0.5M o NaCl 1.5%, lo que es indicativo de que la protefna 
codificada por el referido gen es necesaria para la fonnacidn de una pared celular 
osmdticamente estable a la temperatura de 37*C. 

30 

El objetivo de la invenci6n es el aprovechamiento de estas caracteristicas 
fenoti'picas para lograr la liberaci6n de proteinas heter61ogas producidas 
intracelularmente. Dicha liberacidn se basa en la lisis celular que se produce en 
determinadas condiciones y que conduce a la liberacidn de contenido intracelular que 
35 dichas cepas mutantes presentan cuando la temperatura de crecimiento se eleva de 
24X a 3TC o cuando, despu6s de crecer a 37*C pero en medio estabilizado 
osm6ticamente, son sometidas a un choque osmdtico por simple resuspensidn de las 
c61ulas en un medio carente de dicho estabilizador osmdtico. Se obtiene de esta forma 
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una preparacion de proteinas, que se separa de los restos del material celular por 
centrifugaci6n simple, y en la que esta presentes las proteinas heter61ogas 
intracelulares en cantidades superiores al 50% del total de proteina intracelular 
producida. 

5 

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae desarrolladas para llevar a cabo la 
invenci6n son: 

- LD1: es una cepa diploide portadora de la mutacidn slt2 con las 
caracterfsticas fenotfpicas enunciadas con anterioridad. Su genotipo es: MATa/MATa, 

10 slt2D-35/slt2D-35, leu2-3.]]2/leu2-3JJ2, his4A34/his4A34. 

- LHDP1: MAT a, slt2D-35. ade2-10L Ieu2-3J12, pep4::HIS3, pbrlAL6R. 
Muestra las mismas caracterfsticas fenotfpicas referidas a lisis, siendo ademfis 
deficiente en proteasas vacuolares Pep4 y Prbl responsables de la proteolisis 
inespecffica. 

15 

Ambas cepas se encuentran depositadas en la Colecci6n Espanola de Cultivos 
Tipo (CECT) sita en la Universidad de Valencia. Los numeros de acceso son: 10815 
para la cepa LD1 y 10816 para la cepa LHDP1. 

20 El procedimiento de liberaci6n de protefnas se puede llevar a cabo segun se 

indica en las Figuras I y II por una de las siguientes alternativas: 

A) Liberation de proteinas por choque osmotico. Las fases del proceso se describen 
en la Figura I. 

-crecimiento de la cepa mutante en el gen SLT2 a la temperatura 
25 restrictiva de 3TC en presencia de un estabilizador osm6tico hasta mitad de la 

fase exponencial. 

-separaci6n de las cdlulas del medio de cultivo por centrifugacitfn 
guardando las c61ulas. 

-choque osrn6tico de las c^lulas mediante resuspensidn de las mismas 
30 en agua, lo que conduce a la lisis de las mismas con liberaci6n de las proteinas 

intracelulares, entre ellas la proteina heter61oga de inter6s. 

-eliminacibn de los restos celulares por centrifugaci6n obteni^ndose una 
preparaci6n cruda de protefnas intracelulares entre las que se encuentra la 
proteina de interns, y preparaci6n que es apta para iniciar procesos de 
35 purificacidn. 
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B) Liberation de protein as por choque termico. Las fases del proceso son: 

-crecimiento de la cepa mutante en el gen SLT2 a la temperatura 
permisiva de 24°C hasta la mitad de la fase exponential. 

-choque tdrmico del cultivo medianie elevation de la temperatura de 
5 crecimiento a 37 W C, lo que produce la lisis de las cdlulas al cabo 6-8 horas de 

incubacidn a esa temperatura, con liberacidn del contenido intracelular al 
medio de cultivo. 

-separaci6n de los restos celulares del medio de cultivo (que contiene 
las proteinas liberadas como resultado de la lisis celular) por centrifugaci6n, 
10 obteni&idose al igual que en el caso anterior una preparation cruda de 

protefnas, portadora de la protefna de interds, apta para abordar procesos de 
purificaci6n. 

En la Figura II se explican los parametros que nos indican que existe lisis del 
15 cultivo con liberation del contenido intracelular al medio de cultivo. 

Las principales ventajas que presenta la invenci6n son las siguientes: 

- permite lograr una liberation suave y rfipida de las proteinas evitando 
el uso de altas presiones en los homogeneizadores (Schiitte, H. and Kula, M.R. 1990. 
Pilot and process-scale techniques for cell disruption. Biotechnol. Appl. Biochem. 

20 12:599-620), de productos qufmicos (Breddam, K. and Beenfeldt, T. 1991. 
Acceleration of yeast autolysis by chemical methods for production of intracellular 
enzymes. Appl. Microbiol. Biotechnol. 35:323-329) y de enzimas lfticos (Asenjo, J.A., 
VentonuA.M., Huang, R.B. and Andrews, B.A. 1993. Selective release of recombinant 
proteins particles (VLPs) from yeast using a pure lytic glucanase enzyme. 

25 Bio/Technology 11:214-217) para digerir la pared; lo que ademis se traduce en un 
abaratamiento del proceso. 

- evita las contaminaciones de la preparaci6n de proteinas que se pueden 
dar en el caso de extracci6n con productos qufmicos que anaden impurezas a las 
preparaciones de proteinas no siempre flciles de eliminar (Breddanu K. and Beenfeldt, 

30 T. 1991. Acceleration of yeast autolysis by chemical methods for production of 
intracellular- enzymes. Appl. Microbiol. Biotechnol. 35:323-329) o de las 
contaminaciones con proteasas en el caso de extracci6n con enzimas lfticos que se 
traduce en degradacibn de los polip^ptidos (Asenjo, J.A., Ventom,A.M., Huang, R.B. 
and Andrews, B.A. 1993. Selective release of recombinant proteins particles (VLPs) 

35 from yeast using a pure lytic glucanase enzyme. Bio/Technology 1 1:214-217). 

- la posibilidad de concentrar el volumen de cultivo initial, al producir 
el choque osm6tico junto al hecho de que las proteinas heter61ogas pueden ser 
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expresadas bajo el control de promotores fuertes lo que significa que su proportion 
relativa puede ser elevada lo que facilita la posterior purification de la misma. 

- la principal ventaja respecto al sistema similar basado en el empleo de 
la mutacion srbl es la mayor sensibilidad al choque osm6uco de la mutacion slt2 en la 
5 que 60-70% de las c&ulas se lisan frente a un 20% de las cdlulas mutadas en 
srbl (Broker, M. 1994. Isolation of recombinant proteins from Saccharomyces 
cerevisiae by use of osmotically fragile mutant strains. Biotechniques 16:604-610). 
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RRRVR DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 



Para facilitar la comprensi6n de las caracterisiicas de la invenci6n se adjunian 
dos Figuras explicativas. 
5 La Figura I muestra las fases del proceso de liberacidn de protefnas 

heier61ogas intracelulares en cepas de Saccharomyces cerevisiae rnutadas en el gen 
SLT2 por medio de un choque osm6tico. 

En los cuatro paneles de la Figura II se describe la liberaci6n de protefnas 
hom61ogas (fosfatasa alcalina) y heter61ogas (cloranfenicol acetil transferasa) de las 

10 cepas de Saccharomyces cerevisiae LD1 (A,C) y LHDP1 (B,D) transformadas con el 
plismido pCHlOOL en condiciones de expresi<5n de la mutation slt2. Cultivos 
realizados en un fermentador de 101 incubados a 24°C todo el cultivo (A y B) o 
cambiados a 37°C (C y D) (▼, cambio de temperatura). Los parametros medidos 
fueron:: +, viabilidad medida como porcentaje de c&ulas IP(-), ■ , Densidad 6ptica a 

15 600 nm (DO); X , Proteina total en el medio de cultivo (Prot); *, actividad 
cloranfenicol acetil transferasa (CAT) en extractos celulares (EC) y • , medio de 
cultivo (M) como unidades por mililitro; * , actividad fosfatasa alcalina (PA) en 
extractos celulares (EC) y A, medio de cultivo (M) como unidades por mililitro. 
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EXPOSICION DE TALLADA DE UN MODO DE RHALIZACION DE LA 
INVENCION 

A continuaci6n expondremos por medio de un ejemplo, no limitativo de su 
5 alcance, un modo de realizaci6n de la invenci6n en las dos modalidades expuestas 
anterriormente. 

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae empleadas son las descritas con 
anterioridad en el apartado de M Explicaci6n y Descripci6n de la Invenci6n"; adem£s 
10 con car&cter optativo se puede utilizar una cepa silvestre para el cdracter lftico que 
sirva de control negative en el experiment©, por ejemplo nosotros hemos utilizado: 

- BJ5461: es una cepa silvestre para el gen SLT2 accesible al publico en la 
colecci6n denominada Yeast Genetic Stock Center (Mortimer, R.K. and Contopoulou, 
R. Yeast Genetic Stock Center Catalogue. Seventh edition 1991). No obstante se 
15 puede emplear como cepa control para los experimentos cualquier cepa no litica 

Las tres cepas (LD1, LHDP1 y BJ5461) se transforman con el pldsmido 
pCHlOOL (Hadfield, C. t Cashmore, A.M. and Meacock, P.A. 1986. An efficient 
chloramphenicol- resistance marker for Saccharomyces cerevisiae and Escherichia 

20 colL Gene 45:149-158), modificado en nuestro laboratorio introduciendo un marcador 
.LEU2 (leucina) para poder seleccionar transformantes. El plismido codifica para la 
proteina CAT (Cloranfenicol Acetil Transferasa) de origen bacteriano y responsable de 
la resistencia a cloranfenicol y que es una protefna heter61oga para la levadura y 
adem£s es producida de forma intracelular y por tamo s61o serfi detectable en el medio 

25 de cultivo como consecuencia de lisis celular. 

Estudios previos han demostrado una buena estabilidad del plAsmido lo que 
permite trabajar con medio no selectivo tipo YEPD (extracto de levadura 1%, peptona 
2%, glucosa 2%) que permite un crecimiento mfis rfipido y una mejor expresidn del 
30 fenotipo lftico. 

A) Liberacion de proteinas por choque osmotico. Las fases del proceso esiin 
sumarizadas en la Figura L inclufda en el apartado de M Explicaci6n y descripci6n de la 
invenci6n". 

35 

Las cepas transformadas se cultivan en medio YEPD lfquido suplemenudo con 
un estabilizador osm6tico (sorbitol 0.5M, NaCl 1.5%) a la temperatura de 3TC en un 
agitador termostatizado hasta la mitad de la fase exponencial. Antes de recoger las 
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c£lulas para separarlas del medio de cultivo se toman muestras de sobrenadante y de 
c^lulas para obtener valores de referenda acerca de la liberaci6n de CAT al medio 
externo (son negativos debido a que la ausencia de lisis hace que no haya liberacidn de 
contenido intracelular al medio externo). Los valores que se van a medir son la 
5 actividad de CAT en el extracto celular y en el sobrenadante antes y despues del 
choque osm6tico para establecer la cantidad de proteina liberada desde las c61ulas al 
sobrenadante, siguiendo un mftodo colorimdtrico descrito por Hadfield, C, Cashmore, 
A.M. and Meacock, P. A. 1986. An efficient chloramphenicol- resistance marker for 
Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli. Gene 45:149-158). Como se indica en 

10 la Figura I las c61ulas son separadas por una centrifugacion a SOOOrpm durante 5\ 
siendo a continuaci6n resuspendidas en agua, momento en el cual se vuelve a tomar 
otra muestra separando por centrifugacidn a SOOOrpm 10 min los restos celulares y 
analizando la cantidad de CAT presente en las cdlulas y en sobrenadante mostr£ndose 
los datos en la tabla I, esta preparaci6n obtenida tras la segunda centrifugacion deja 

15 una preparaci6n de proteinas lista para acometer un proceso de purificaci6n de la 
proteina de interns. 

Como era de esperar la cepa silvestre, en este caso BJ5461, no es 
osm6ticamente sensible y no se observa aparici6n de actividad CAT en el 
sobrenadante, a diferencia de las otras dos cepas que si son sensibles al choque 

20 osm6tico y que presentan un 60-70% de su actividad en el sobrenadante. Destaca la 
mayor productividad de la cepa LHDP1 en concordancia con lo publicado en otros 
trabajos (Romanos, M.A., Scorer, C.A. and Clare, J.J. 1992, Foreign gene expression 
in yeast: a review. Yeast 8:423-488; Wingfield, J.M. and Dickinson, J.R. 1993. 
Increased activity of a model heterologous protein in Saccharomyces cerevisiae 

25 strains with reduced vacuolar proteinases. Appl. Microbiol. Biotechnol. 39:211-215). 
Estos datos estln apoyados en medidas paralelas de proteina total presente en los 
extractos celulares y en los sobrenadantes siguiendo el mgtodo colorim6trico descrito 
por Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of 
microgram quantities of protein using the principle of protein-dye binding. Analyt. 

30 Biochem. 72:248-254, mostrando perfiles similares a los de la actividad CAT. 
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TABLA I 





ACTIVIDAD CAT (UE/ml) 






YEPD+ 


sorbitol 37"C 


H 2 0 


Cepas 


Extracto celular 


Sobrenadanle 


Extracto celular 


Sobrenadante 


%CAT§ 


BJ5461 


100 


ad. 


98 


n-d. 


0 


LD1 


75 


n.d 


23 


50 


70 


LHDP1 


220 


n.4 


80 


130 


60 



n.d.: no detectado 

§:%CAT liberado al sobrenadante 

Tabla I: Liberaci6n de la protefna heterfloga CAT por choque osm6tico de cepas slt2 . Se 
tomaron muestras de igual densidad celular y la aciividad CAT fue determinada en: extracto 
celular (antes y despuds del choque osm6tico), sobrenadante de medio de cultivo o de agua 
en la que se resuspendieron las c£lulas despugs del choque osm6tico. 
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B) Liberation de proteinas por choque termico. Los datos obtenidos en 
experimemos tipo se muestran en la Figura II. 

Los experimentos en esta modalidad se han realizado utilizando un fermentador 
con cuba de 101 de volumen de trabajo modelo BIOSTAT E (Braun); lo que confiere a 
5 los resultados un valor adicional ya que un fermentador de estas caracteristicas 
representa una escala superior a la del matraz y se acerca a la escala de planta piloto. 
Las condiciones de cultivo fueron: 
-medio de cultivo YEPD 

-temperatura: inicial de 24'C elevSndose la misma a 37°C a la mitad de 
10 la fase exponencial, para provocar la lisis y la consiguiente liberaci6n de protemas al 
medio de cultivo. 

-datos t6cnicos: 

-el in6culo se obtenfa cultivando las cdlulas a 24*C en medio 
mfnimo sin leucina para asegurar un 100% de c^lulas portadoras del plasmido. 
15 Su volumen era de 500ml y correspondfa a un cultivo en fase estacionaria. 

-el cultivo era de tipo discontinue (batch). 

-la velocidad de agitaci6n era de 300rpm, el pH oscilaba entre 4 
y 6, el flujo de entrada de aire 5 1/min. 

-toma de muestras: se realizaron tomas peri6dicas a 24° y 37*C 
20 con el fin de seguir la evolucitfn de la densidad 6ptica y la viabilidad del 

cultivo. Ademfis para evaluar la proteina total y la actividad enzimdtica CAT se 
tomaron una o dos muestras antes del choque termico y tras este a intervalos 
mis cortos al principio (3horas) incrementdndose hasta las 24-30 horas 
posteriores al cambio de temperatura. 

25 

Con las condiciones mencionadas anteriormente el cultivo se mantema a 24*C 
hasta una densidad 6ptica entre 1 y L5; en ese momento se cambiaba la temperatura 
del cultivo a 37X para provocar la lisis de las c61ulas, Lo anterior y lo expuesto a 
continuaci6n se refiere a datos mostrados en la Figura II en sus diferentes apartados. 
30 Para seguir la lisis se evaluaron los diferentes par&metros: 

-lisis celular, que 16gicamente significa la muerte celular, se media 
siguiendo un m6todo desarrollado en nuestro laboratorio consistente en medir el 
porcentaje de poblacidn celular que es tenida por el fluorocromo yoduro de propidio 
35 mediante la t^cnica de citometria de flujo (Fuente, J.M., Alvarez, A., Nombela, C. and 
Sanchez, M. 1992. Row cytometric analysis of Saccharomyces cerevisiae autolytic 
mutants and protoplasts. Yeast 8:39-45) y que equivale a un perfil de la viabilidad del 
cultivo. 
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-al igual que en el caso de liberacion de protefnas por choque osm6tico 
se medfa la actividad enzimitica de CAT y la protefna total. Se considera protefna 
liberada al incremento sobre el valor basal medido en el cultivo a 24'C 
inmediatamente antes de cambiar la temperatura a 37*C. 

5 

Los resultados expuestos en la Figura II (pig. 15) corresponden a 
fermentaciones tipo de las cepas LD1 y LHDP1. Las grdficas A (LD1) y C (LHDP1) a 
sendas fermentaciones realizadas a 24'C con el objeto de seguir el perfil de dichas 
cepas a su temperatura permisiva y poder establecer que en ningun momento se 
10 produce ni lisis (no se observa disminuci6n del perfil de viabilidad) ni, por tamo, 
liberaci6n de protefnas al medio de cultivo (la actividad CAT unicamente es detectable 
en el extracto celular, es decir en el interior de las cdlulas). Se puede decir que son dos 
fermentaciones que sirven de control para la comparaci6n con las fermentaciones 
realizadas con choque termico en las mismas cepas que nos permiten evaluar con mas 
precision el efecto de dicho choque termico. En las graTicas B (DL1) y D (LHDP1), 
correspondientes a fermentaciones con choque termico, se obseryan los siguientes 
fentfmenos tras el cambio de temperatura, representado por un trazo vertical continuo 
en la grifica: 

-en ambas se observa una acusada perdida de viabilidad hasta niveles en 
torno al 20 a 30% de celulas viables, como resultado de la expresidn del fenotipo de la 
mutaci6n en el gen SLT2 a la temperatura de 37*C. 

-las dos cepas presentan liberacidn de protefnas al medio extemo 
representada por el incremento observado en las protefnas totales, medidas por el 
m&odo Bradford (Bradford. M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the 
quantitation of microgram quantities of protein using the principle of protein-dye 
binding. Analyt. Biochem. 72:248-254), y en la actividad enzimauca CAT (Hadfield, 
C, Cashmore, A.M. and Meacock, P. A. 1986. An efficient chloramphenicol-resistance 
marker for Saccharomyces cerevisiae and Escherichia coli. Gene 45:149-158). Sin 
embargo la estabilidad de la enzima CAT demuestra ser superior en la cepa LHDP1 
que en la LD1, debido probablemente a no estar expuesta a la accion de las proteasas 
vacuolares Pep4 y Prbl en el caso de la cepa LHDP1. 

-al igual que en el caso del choque osm6tico la separaci6n de los restos 
celulares por centrifugaci6n deja una preparaci6n cruda de protefnas apta para 
emprender un proceso de purificaci6n. 



20 
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PFTVTNDTCACIONES 

1. - Procedimiento de liberaci6n de protefnas heter<51ogas de cepas de 
Saccharomyces cerevisiae para la obtenci6n de protefnas heter61ogas y otros 

5 material intracelulares (como productos particulados tipo VLP) basado en el empleo 
de estirpes mutadas en genes que afectan a la integridad celular lo que da lugar a la 
liberaci6n el contenido intracelular por expresi6n de la correspondiente mutaci6n. 

2. - Procedimiento de Uberaci6n de protefnas heter61ogas de cepas de 
10 Saccharomyces cerevisiae segun la reivindicaci6n numero 1 basado en la sensibilidad 

osm6tica que confieren a las celulas mutaciones como las que afectan al gen SLT2 
generalmente a temperaturas no permisivas como la de 3TC. 

3. - Procedimiento de liberaci6n de protefnas heter61ogas de cepas de 
15 Saccharomyces cerevisiae segun la reivindicaci6n numeros 1 y 2 caracterizado porque 

la obtencidn de preparaciones de protemas heterologas y productos particulados 
intracelulares se realiza por cualquier tecnica que, produciendo la expresi6n de la 
mutaci6n correspondiente, conduzca a la perdida de integridad celular por la 
sensibilidad osm6tica de las celulas. 

20 

4. - Procedimiento de liberaci6n de protefnas heter61ogas de cepas de 
Saccharomyces cerevisiae segun la reivindicacion numero 3 caracterizado porque la 
expresi6n de las mutaciones puede provocarse en las c61ulas capaces de expresar 
protefnas heter61ogas o productos intracelulares particulados (es decir transformadas 

25 con el gen o genes correspondientes) mediante choque tfrmico de cultivos, es decir 
elevacion de la temperatura hasta niveles no permisivos en medios no protegidos 
osm6ticamente, o por choque osm6tico de c61ulas incubadas a temperatura no 
pennisiva en medio osmoticamente protegido. 

30 5.- Procedimiento para la obtenci6n de protefnas heter61ogas intracelulares y 

productos paniculados caracterizado por el uso de otras especies de levadura diferentes 
de Saccharomyces cerevisiae en mutantes autolfticos, afectados en genes hom61ogos 
del gen SLT2 o en otros cuya mutaci6n determine p<§rdida de la integridad celular, 
usando un choque osm6tico o un choque t6rmico. 
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VISIAE 



(57) Abstract 

The invention relates to a process for releasing intracellular heterolog proteins in the Saccharomyces Cerevisiae yeast based on the 
osmotic sensitivity which confers the mutation slt2 at the temperature of 37 °C. Said osmotic sensitivity may be used for releasing the 
intracellular content either by change of temperature of the culture from 24° to 37° C, or by transfer of grown cells in an osmotically 
stabilized medium at said second temperature to a non-stabilized medium. In both cases, the cells undergo a lysis and release their 
intracellular content and, after centrifugation to eliminate the cellular rests, a preparation of proteins is obtained which is appropriate to 
initiate a process of purification of the protein of interest. This process results in a cost reduction since the use of equipment is avoided 
and the preparation of proteins which is obtained contains less impurities than that which is obtained through other processes. 



(57) Resumen 



Se describe un procedimiento para lograr la liberacitfn de protefnas hetenttogas intracelulares en la levadura Saccharomyces cerevisiae 
basado en la sensibilidad osm6tica que confiere la mutaci6n sU2 a la temperatura de 37 °C. Esta sensibilidad osm6tica puede ser utilizada 
para la liberaciOn del contenido intraceluiar bien por cambio en la temperatura del cultivo de 24° a 37 °C, o bien por transferencia de 
c61ulas crecidas en medio estabilizado osm6ticamente a esta ultima temperatura a un medio no estabilizado. En ambos casos las cdlulas se 
lisan liberando su contenido intraceluiar obtenilndose, tras una centrifugactfn que elimina los restos eel u lares, una preparaci6n de protefnas 
apta para iniciar un proceso de purifkaci6n de la protefna de in teres. Este procedimiento resulta en un abaratamiento del proceso al evitar 
el uso de maquinaria, y la preparaci6n de protefnas que se obtiene contiene menos irnpurezas que la obtenida por otros procesos. 
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(54) Title: PROCESS FOR RELEASING HETEROLOG PROTEINS OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE STRAINS 

(54) Tftulo: PROCEDIMIENTO DE LIBERACION DE PROTEIN AS HETEROLOGAS DE CEP AS DE SACCHAROMYCES CERE- 
VISIAE 

(57) Abstract 

The invention relates to a process for releasing intracellular heterolog proteins in the Saccharomyces Cerevisiae yeast based on the 
osmotic sensitivity which confers the mutation slt2 at the temperature of 37 °C. Said osmotic sensitivity may be used for releasing the 
intracellular content either by change of temperature of the culture from 24° to 37° C. or by transfer of grown cells in an osmotically 
stabilized medium at said second temperature to a non-stabilized medium. In both cases, the cells undergo a lysis and release their 
intracellular content and, after centrifugation to eliminate the cellular rests, a preparation of proteins is obtained which is appropriate t 
initiate a process of purification of the protein of interest. This process results in a cost reduction since the use of equipment is avoided 
and the preparation of proteins which is obtained contains less impurities than that which is obtained through other processes. 

(57) Resurnen 

Se describe un procedimiento para lograr la liberacion de protemas heterologas intracelulares en la levadura Saccharomyces cerevisiae 
basad en la sensibilidad osmduca que confiere la mutaci6n sltl a la temperature de 37 °C. Esta sensibilidad osm6tica puede ser utilizada 
para la liberacion del contenido intracelular bien por cambio en la temperatura del cultivo de 24° a 37 °C, o bien por transferencia de 
celulas crecidas en medio estabilizado osmdticamente a esta ultima temperatura a un medio no estabilizado. En am bos casos las celulas se 
lisan liberando su contenido intracelular obtenigndose, tras una centrifugacion que elimina los restos celulares, una preparaci6n de protemas 
apta para iniciar un proceso de purificaci6n de la protefna de interes. Este procedimiento resulta en un abaratamiento del proceso al evitar 
el uso de maquinaria, y la preparacion de protemas que se obtiene contiene menos impurezas que la obtenida por otros procesos. 
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RETVINDICACIONES MODIFICADAS 

[recibidas por la oficina Internacional el 15 de abril de 1996 15.04.96); 
reivindicaciones originates 1-5 reemplazadas por reivindicaciones 1-6 modificadas (2 piginas)] 

L- Procedimiento de liberaci6n, en porcentajes superiores al 50%, de protefnas 
heterflogas y otros maieriales intracelulares (coxno productos particulados tipo VLP) 
5 producidos en Saccharomyces cerevisiae, basado en el empleo de estirpes mutadas en 
. genes que afectan a la integridad celular, estables en condiciones de creciiniento 
normales de laboratorio (24rC* medios nutritivos sencillos), y capaces de liberar el 
contcnido intracelular por expresi6n de la correspondiente mutacidn en condiciones no 
permisivas. 

10 

2. - Procedimiento de liberacidn de protefnas heter61ogas producidas en cepas 
rnutantes de Saccharomyces cerevisiae segun la reivindicacidn numero 1, estables en las 
condiciones de crecimiento adecuadas para la generaci6n de una elevada biomasa 
celular. 

15 

3. - Procedimiento dc liberaci6n de protefnas heter6logas de cepas de 
Saccharomyces cerevisiae segun la reivindicaritfn numero 1 basado en la sensibilidad 
osm6tica que confieren a las cdlulas mutaciones como las que afectan al gen SLT2 a 
temperaturas no permisivas como la de 37X, y que determinan lisis celular de mas del 

20 50% de las cdlulas en cultivo. . 

4. - Procedimiento de liberaci6n de protefnas heter61ogas de cepas de 
Saccharomyces cerevisiae segun las reivindicaciones numeros 1 y 3 caracterizado porque 
la obtenci6n de preparaciones de protefnas heter61ogas y productos particulados 

25 intracelulares se realiza por cualquier tgcnica que, produciendo la expresi6n de la 
mutacidn correspondiente, conduzca a la p&dida de integridad celular por la sensibilidad 
osm6tica de las cdlulas. 

5. - Procedimiento de liberaci6n de protefnas heter61ogas de cepas de 
30 Saccharomyces cerevisiae segun la reivindicaci6n numero 4 caracterizado porque la 

expresitfn de las mutaciones puede provocarse en las c61ulas capaces de expresar 
protefnas heterdlogas o productos intracelulares particulados (es decir transformadas con 
el gen o genes correspondientes) mediante choque tdrmico de cultivos, es decir elevaci6n 
de la temperatura hasta niveles no permisivos en medios no protegidos osm6ticamente, o 

HOJA M0DIRCADA (ARTlCULO 19) 
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por choque osm6tico de c^lulas incubadas a temperatura no permisiva en medio 
osmoticamente protegido. 

6.- Procedimiento para la obtenci6n de prote£nas heter61ogas intracelulares y 
productos particulados caracterizado por el uso de otras especies de levadura diferentes 
5 de Saccharomyces cerevisiae en mutantes autolfticos, afectados en genes homdlogos del 
gen SLT2 o en otros cuya mutaci6n determine p6rdida de la integridad celular, usando un 
choque osm6tico o un choque t£rmico. 
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DECLARACION SEGUN EL ARTICULO 19 



La originalidad de la invention oeemos que est* asegurada puesto que la publication en que 
se describe su utilizaci6n para la obtenci6n de proteinas heter61ogas ( "A new system for the release of 
heterologous proteins from yeast based on mutant strains deficient in cell integrity'*. Alvarez et al. 
1994. Journal of Biotechnology ?8: 81-88) apareci6 con posterioridad suficiente a la solitituc 4 de 
patente nacional. 

En la publication previa de nuestro gnxpo ("Expression of mutations and protein release by 
yeast conditional autolytic mutants in batch and continuous cultures*', de la Fuente et aL 1993. 
Applied Microbiology and Biotechnology 38: 763-770). se describe la liberaci6n de protefaas 
homOlogas como parte de un estudio fenotfpico de las cepas mutantes, pero para nada se demuestra su 
aplicatiOn a proteinas heterOlogas, aunque se apunte en la discusi6n la posibilidad de abordar este 
tiltimo desarrollo. 

Por tanto, el descubrimiento del procedimiento titil para liberar protefaas heterOlogas 
reivindicado, no se taabfa publicado previamente. Ademis, al describir la citada liberation de 
proteinas homdlogas no se utilizO el choque osmOtico como forma de de se nc ad en ar la lisis celular. A 
mayor abundamiento, hubieron de mejorarse las cepas a emplear para la liberation heterOloga para 
favorecer la estabilidad proteica con respecto a las descritas en la publication en Applied 
Microbiology and Biotechnology. 

Por lo que respecta al procedimiento de liberation de proteinas descrito en la publicaciOn 
"Isolation of recombinant proteins from Saccharomyces cerevisiae by use of osmotically fragile 
mutant strains" (M. Brdken 1994. Biotechniques 16:604-610), se puede afirmar que difiere 
notablemente del reivindicado en nuestra solicitud de patente. Esta diferentia afecta en general a todas 
las caracterfsticas pero nos podemos fijar especialmente en dos. Por un lado estas tiltimas Gas 
descritas en Biotechniques 16:604-610) son cepas poco estables cuyo crecimiento es dificil ya que 
sOlo tiene lugar en presencia de un estabilizador osmOtico sea cual sea la temperatura de incubatiOn 
(son cepas condicionales osmOticas). Esto contrasta con nuestras cepas (que son tennosensibles) que 
se mantienen perfectamente en cultivo a temperaturas inferiores a 28 C C, Optimas para el crecimiento 
de S. cerevisiae, sin ninguna precaution especial y que pueden crecer facilmente. por tanto, en medio 
lfquido hasta elevadas densidades de biomasa. Por otro lado, dicha publication (Biotechniques 
16:604-610) asegura que con su procedimiento nunca se logra la liberation de mas del 20% de la 
protefna recombinante intracelular al no lisarse mas que ese porcentaje de c&ulas, sin que los autores 
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encuentren una explicaci6n para este fendmeoo. Esto contrasta tambidn con la intensa liberaci6n que 
se logra con nuestro procedimiento. 

En funcidn de lo anterionoente expuesto, hemos modificado ligeramente las reivindicaciones 
y hemos afiadido para especificar mejor las caracterfsticas especfficas, novedosas y diferenciales 
del procedimiento reivindicado. 
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